Riesgo toxicológico por estrés oxidativo  en deportistas de alto nivel de la ciudad de Cuenca by Uyaguari Ocaña, Liliana Elizabeth
UNIVERSIDAD DE CUENCA 
 
Facultad de Ciencias Químicas 
Centro de Estudios Ambientales (CEA) 
Maestría en Toxicología Industrial y Ambiental Segunda  
Cohorte 
 
“Riesgo toxicológico por estrés oxidativo  en deportistas de alto nivel de la 
ciudad de Cuenca” 
 
Tesis previa obtención  
del título de Máster en  
Toxicología Industrial y  
Ambiental  
 
 
AUTORA:   Dra. Liliana Elizabeth Uyaguari Ocaña C.I. 0102925401 
 
DIRECTOR:  Dr. Fausto Leonardo Zaruma Torres, PhD C.I. 1102127980 
 
    CUENCA -  ECUADOR 
      
2018 
 
 
 
 UNIVERSIDAD DE CUENCA                                                                                                                        
 
 
   
 LILIANA  UYAGUARI OCAÑA  2 
 
RESUMEN 
El objetivo de este estudio fue determinar si la concentración de malondialdehído 
(MDA) representa un marcador ideal de estrés oxidativo, además se midió la 
concentración de creatinfosfoquinasa total (CPK-NAC) y deshidrogenasa láctica 
total (LDH), como marcador de desgaste muscular. 
Este fue un estudio piloto que se realizó en 30 atletas de la ciudad de Cuenca, 
10  alto nivel y 20 atletas fueron el grupo control, es decir que entrenan de 
manera regular pero con  menor intensidad.   
La determinación del malondialdehído se realizó por el método de Okawa y 
Asakawa modificados que se basa en la reacción del MDA con el ácido-2-
tiobarbitúrico y las enzimas por un método cinético.   
Como resultados se encontró que en los tres parámetros medidos existen 
diferencias significativas p=0.001 entre el grupo de alto nivel y el grupo control, 
la mediana de la CPK en el grupo de alto nivel fue de 337.70 U/L (282.6-669.52) 
y en el grupo control 225.25 U/L (107.62-275.27), la concentración de la mediana 
de la LDH en el grupo de alto nivel fue de 478.80 U/L (359.52-531.92) y en el 
grupo control 340.00 U/L (309.57-384.52). En cuanto al malondialdehído las 
concentraciones encontradas fueron 2.93 (0.92-5.65) µM del grupo control y 6.92 
(5.09-11.34) µM en el grupo de alto nivel. Si mostró diferencias significativas p= 
0.0001. Finalmente se consideró que la medida del MDA, CPK y LDH sería un 
buen parámetro para asociar con el estrés oxidativo en personas con alta 
demanda energética como los deportistas de alta competición.  
 
 
 
PALABRAS CLAVE.  
Atletas de Alto Nivel, Radicales Libres, Estrés Oxidativo, Malondialdehido, 
Creatinquinasa, Deshidrogenasa Láctica. 
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ABSTRACT 
The objective of this study was to determine if the concentration of 
malondialdehyde (MDA) represents an ideal marker of oxidative stress, in 
addition the concentration of total creatinphosphokinase (CPK-NAC) and total 
lactic dehydrogenase (LDH) was measured as a marker of muscle wasting. 
This was a pilot study that was conducted in 30 athletes from the city of Cuenca, 
10 high level and 20 athletes were the control group, meaning they train regularly 
but with less intensity. 
The determination of malondialdehyde was performed by the modified Okawa 
and Asakawa method which is based on the reaction of MDA with 2-thiobarbituric 
acid and enzymes by a kinetic method. 
As results we found that in the three parameters measured there are significant 
differences p = 0.001 between the high-level group and the control group, the 
median of the CPK in the high-level group was 337.70 U / L (282.6-669.52) and 
in the control group 225.25 U / L (107.62-275.27), the median concentration of 
LDH in the high-level group was 478.80 U / L (359.52-531.92) and in the control 
group 340.00 U / L (309.57). -384.52). As for malondialdehyde, the 
concentrations found were 2.93 (0.92-5.65) μM of the control group and 6.92 
(5.09-11.34) μM in the high-level group. If it showed significant differences p = 
0.0001. Finally, it was considered that the measurement of MDA, CPK and LDH 
would be a good parameter to associate with oxidative stress in people with high 
energy demand as high competition athletes. 
 
 
 
KEYWORDS 
High Level Athletes, Free Radicals, Oxidative Stress, Malondialdehyde, 
Creatine Kinase, Lactic Dehydrogenase. 
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGÍA 
A    Absorbancia  
ADN            Ácido desoxirribonucleico 
ADP    Adenosina-5- difosfato 
ATP              Adenosín trifosfato 
BHT    Butil hidroxitolueno 
-CH2-    Grupo metilo 
CP    Creatina fosfato 
CPK             Creatinfosfoquinasa 
EDTA                Etilendiaminotetraacetato 
EO    Estrés oxidativo 
ESR    Electrón spin resonance 
GHS                 Glutatión 
GCMS Cromatografía de gases acoplada a espectrómetro 
de masas 
HK Hexoquinasa 
H2O2     Peróxido de hidrógeno 
HO2    Hidroperoxilo 
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NADH              Dinucleótido de nicotinamida y adenina 
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TBARS             Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 
XO    Xantino oxidasa 
μMol /l   Micromoles por litro 
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INTRODUCCIÓN 
El presente estudio planteó el análisis del estrés oxidativo en deportistas de alto 
nivel comparándolos con deportistas que entrenan de manera regular y con una 
menor intensidad, se realizó la cuantificación de CK y DHL, como parámetros de 
destrucción muscular y MDA, como parámetro de estrés oxidativo. 
Hay evidencia que durante el ejercicio exhaustivo se producen radicales libres 
que superan a los mecanismos sistémicos de defensa antioxidante, lo que se 
conoce como estrés oxidativo (Bonilla, 2005). Un radical libre (ROS) es una 
especie química definida, que tiene en su estructura uno o más electrones no 
pareados y se caracteriza por su elevada reactividad (Núñez, 2011). De un 4 a 
5% del oxígeno formará ROS (Del Castillo, 2000). Los lípidos por poseer dobles 
puentes de hidrógeno, son susceptibles de la oxidación. Los ROS inician y 
causan la peroxidación de lípidos, particularmente aquellos de la membrana 
celular (Sánchez, 2011). En 1978 se demostró por primera vez que el ejercicio 
físico podía conducir a un incremento en la peroxidación lipídica (Luciano, 2013). 
Este aumento puede ser directamente proporcional a la intensidad de la actividad 
deportiva (Marrugat et al, 2009), debido a un incremento en el consumo de 
oxígeno y al daño muscular (Corrales, 2009). Laranza et al, en el 2016 estudiaron 
22 atletas de alto rendimiento, concluyendo que existen modificaciones 
bioquímicas relacionadas con la carga de entrenamiento. 
El daño que los ROS provocan en los diferentes tejidos se debe a que ellos 
reaccionan químicamente con los lípidos, proteínas, carbohidratos y el ADN 
(Luciano, J. M. 2013). Los cambios en los niveles de biomarcadores de estrés 
oxidativo, están asociados al envejecimiento y a enfermedades 
cardiovasculares, renales, etc. (Corrales, 2009). Los ROS más conocidos son el 
superóxido y el hidroxilo (García, 2012). Atacan a los ácidos grasos 
poliinsaturados de las membranas celulares y lipoproteínas, transformándolos 
en ácido grasos peroxidados (Laranza et al, 2016), los cuales sufren un 
acortamiento de su cadena lateral liberando malondialdehído (MDA) que es 
altamente tóxico (Muñiz et al, 2016), ya que puede combinarse con grupos amino 
de proteínas, sobre todo de lisina y producir aductos de proteínas modificadas, 
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que son inmunogénicas. Como resultado se producen anticuerpos contra estas 
lisinas modificadas, que están relacionados con la aterosclerosis, insuficiencia 
arterial coronaria y el infarto al miocardio (Tsikas et al, 2005).  La cuantificación 
de MDA es proporcional a los ácidos grasos oxidados y por lo tanto es un buen 
indicador de peroxidación lipídica. Esta última provoca cambios de fluidez, 
aumento de permeabilidad, disminución del potencial de la membrana celular 
que pueden llevar a la muerte celular (Muñiz et al, 2016). 
La producción de ROS en el ejercicio físico, dependerá entre otros factores de la 
intensidad, duración, el tipo de contracción muscular y las condiciones 
ambientales, como dieta, altura y temperatura (Fernández et al, 2009).  
Considerando estas condiciones externas, Cuenca posee un peligroso nivel de 
radiación ultravioleta debido al daño en la capa de ozono y por su ubicación 
geográfica, por lo tanto, habrá horas del día de intenso calor (Monitor Nacional 
de Radiación Ultravioleta, 2018). En tal virtud, los deportistas que entrenan en 
condiciones climáticas adversas y sin una adecuada reposición hídrica, serían 
más propensos a producir una mayor cantidad de ROS, lo cual contribuiría a un 
mayor desequilibrio redox.  
En este trabajo se realizó un estudio comparativo entre personas sanas que 
practican deporte moderado como grupo control y deportistas de alto nivel. Para 
ello se tomó muestras de sangre y se cuantificó el marcador biológico de estrés 
oxidativo, malondialdehído (MDA), y las enzimas Deshidrogenasa Láctica total 
(LDH) y Creatinfosfoquinasa total (CPK).  
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ANTECEDENTES 
En 1978 se demostró por primera vez que el ejercicio físico podía conducir a un 
incremento en la peroxidación lipídica, se observó un aumento de 1.8 veces el 
nivel de pentano exhalado, un subproducto de la peroxidación lipídica, después 
de 60 minutos de bicicleta (Dillard et al, 1978). Desde entonces se han 
acumulado crecientes evidencias que sostienen la hipótesis de que la actividad 
física tiene el potencial de aumentar la producción de radicales libres y conducir 
al estrés oxidativo. 
En otro estudio reporta que; bajo circunstancias normales de 
alimentación, las personas que entrenan por tiempo prolongado aumentan de 
manera significativa sus reservas de antioxidantes en los tejidos respecto de 
quienes no lo hacen, y con el paso del tiempo los atletas tienen concentraciones 
menores de lipoperóxidos sanguíneos ya que sus músculos demuestran un 
grado más eficiente de oxigenación, un manejo metabólico del ácido láctico y un 
aumento importante en la actividad de las enzimas catalasa, superóxido 
dismutasa y glutatión peroxidasa, tanto en los tejidos como en los eritrocitos 
(Clarkson, 2009). 
McAnulty et al, (2005) hallaron una mayor concentración de F-
isoprostanos en plasma, que es indicador de peroxidación lipídica, en un grupo 
de individuos sanos que se ejercitaron aeróbicamente en condiciones de calor 
hasta llegar a los 39.5 °C, comparado con un grupo control que se ejercitaba en 
un ambiente térmicamente neutro, a 25 °C., se observó también una mayor 
acumulación de lactato en las personas que entrenaron en condiciones de calor.  
Investigaciones en humanos examinaron el efecto del ejercicio intenso 
sobre las concentraciones de antioxidantes en la sangre y los tejidos. Así las 
personas que corren la maratón sin el entrenamiento correcto, aumentan de 
manera importante el grado de lipoperoxidación en la sangre, en comparación 
con los maratonistas profesionales cuyos lipoperóxidos sanguíneos no se 
modifican significativamente durante y después de la prueba (Salinas, 2007). 
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En el 2016 se realizó un estudio con 22 atletas de alto rendimiento de béisbol, 
se cuantificó CPK, MDA, se concluyó que existen modificaciones bioquímicas 
asociadas al daño muscular inducido por la carga de entrenamiento. La enzima 
CPK mostró un incremento significativo, como indicador de daño muscular. En 
cuanto al MDA no se encontró diferencias significativas con el grupo control 
(Laranza et al, 2016). 
Se realizó otro estudio con el objetivo de saber el comportamiento del 
malondialdehido (MDA), a grandes altitudes (4200 m de altitud). La media de 
concentración de MDA fue de 4,2 µmol/L. El valor de la media encontrada es 
mayor que los referidos para el nivel del mar y supone la influencia de la hipoxia 
sobre los valores del MDA (Pomar et al, 2017). 
OBJETIVOS 
OBJETIVOS GENERAL Y ESPECÍFICOS.  
Objetivo general: 
Evaluar el estrés oxidativo en los atletas de alto rendimiento de la ciudad de 
Cuenca.  
Objetivos específicos: 
• Determinar la concentración de malondialdehido en sangre, como 
biomarcador de estrés oxidativo, en atletas de alto nivel de Cuenca y en 
un grupo control. 
• Determinar la concentración de la enzima CPK total en la sangre de 
atletas de alto rendimiento en Cuenca y de un grupo control. 
• Determinar la concentración de la enzima DHL total en la sangre de 
atletas de alto rendimiento en Cuenca y de un grupo control. 
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CAPÍTULO I 
REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
1.1 EL DEPORTE 
1.1.1 Beneficios del deporte 
Los beneficios que provienen de la práctica regular del ejercicio físico, son 
conocidos ampliamente, entre ellos tenemos el aumento del tono muscular, 
pérdida de peso, mejoría funcional de aparato cardiovascular, aumento del 
metabolismo energético y de las defensas antioxidantes, aumento de la fuerza y 
de la resistencia y disminución de la osteoporosis, entre otros, aunque también 
existe evidencia de que durante el ejercicio aeróbico y anaeróbico, se produce 
un incremento en la producción de radicales libres  (González & García, 2012).   
1.1.2 Deportistas de alto nivel 
Se consideran atletas de alto nivel a los deportistas que ejecutan sesiones de 
entrenamiento cuya duración no sea menor a dos horas al día, cinco veces a la 
semana (Cerrada et al, 2016).  Los atletas de mediano rendimiento que son los 
que entrenan de una a dos horas, hasta tres veces por semana (Cerrada et al, 
2016). El deporte de alto nivel le exige al deportista obtener buenos resultados  
además de una rápida recuperación luego de las competencias. Cuando no 
existe esta adecuada estrategia entrenamiento – competencia - recuperación y 
sumada a una alimentación de mala calidad, los deportistas pueden llegar a 
experimentar una fatiga crónica, que está en estrecha relación con el estrés 
oxidativo (Sandoval, 2003). 
Los efectos del ejercicio intenso sobre el sistema inmunológico pueden agotar 
las defensas, cuando actúa de forma crónica. La falta de descanso conduce a la 
rabdomiólisis, que es la destrucción fisiológica de cierto porcentaje de células 
musculares (Sandoval, 2003). El daño muscular está acompañado de un estado 
inflamatorio, que conduce a una disminución de la fatiga muscular con la 
liberación de enzimas musculares (CPK, LDH), cambios histológicos y dolor. 
Esto es una alerta y un mecanismo de defensa (Barranco, 2013). 
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Cuando se realiza ejercicio se forman radicales libres, durante la oxidación de 
hemoglobina y mioglobina debido a la inflamación muscular, autooxidación de 
las catecolaminas, por una mala alimentación con una limitada cantidad de 
antioxidantes, deficiente hidratación, y las condiciones ambientales como frío, 
calor y contaminación (Fernández et al, 2009), por lo tanto es mayor el 
requerimiento de mecanismos de defensa antioxidante. Algunas de las defensas 
antioxidantes se adecúan con el entrenamiento, pero pueden ser superadas 
cuando se excede el nivel de ejercicio al cuál se han adaptado, generando un 
estado de estrés oxidativo (González & García, 2012). 
1.2     RADICALES LIBRES Y ESTRÉS OXIDATIVO 
1.2.1    Radicales libres (ROS) 
Los radicales libres son átomos o grupos de átomos que tienen un electrón 
desapareado o libre por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un 
electrón de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad 
electroquímica, tienen una vida media muy corta, desde milisegundos a 
nanosegundos (Fernández et al, 2009). Una vez que el ROS ha conseguido 
sustraer el electrón que necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte 
a su vez en un radical libre al quedar con un electrón desapareado, así se inicia 
una verdadera reacción en cadena que destruye las células ya que tiene la 
capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un gran 
daño a moléculas, membranas celulares y tejidos (Avello & Suwalsky, 2006). 
Los ROS cumplen una función importante en algunos procesos básicos de la 
vida como son la diferenciación o limitación del crecimiento celular y la apoptosis 
(González & García, 2012), algunos se generan de forma normal y continua en 
el organismo resultado de procesos celulares como el relacionado con el 
metabolismo oxidativo de la mitocondria, que es necesario para la obtención de 
ATP (Corrales & Ariza, 2012). Están vinculados además con la defensa del 
organismo frente a agresores como virus, bacterias, parásitos y células 
anormales (Avello & Suwalsky, 2006). 
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Este proceso de generación de radicales libres debe ser controlado por 
moléculas antioxidantes, que son capaces de neutralizar la acción oxidante del 
radical libre, si esto no sucede puede desarrollarse diversas patologías crónicas 
degenerativas, como enfermedades pulmonares, cardiovasculares, 
inmunológicas y neurodegenerativas (Galván et al, 2008). La reactividad y 
toxicidad de los radicales libres está también relacionada con el proceso de 
envejecimiento (Avello, & Suwalsky, 2006). 
Este proceso de generación de radicales libres debe ser controlado por 
moléculas antioxidantes, que son capaces de neutralizar la acción oxidante del 
radical libre, si esto no sucede puede desarrollarse diversas patologías crónicas 
degenerativas, como enfermedades pulmonares, cardiovasculares, 
inmunológicas y neurodegenerativas (Galván et al, 2008). La reactividad y 
toxicidad de los radicales libres está también relacionada con el proceso de 
envejecimiento (Avello, & Suwalsky, 2006). En síntesis, los radicales libres 
producen daño sobre todo a cuatro sistemas celulares básicos: la respiración 
aeróbica, la síntesis de proteínas, la membrana celular y el ADN celular (Galván 
et al, 2008). 
Los radicales derivados del oxígeno son los que representan la mayoría de 
radicales que se generan en los seres vivos, como ejemplo de ellos tenemos el 
anión superóxido (O2−), radical hidroxilo (OH+), radical perhidroxilo (HO2), el 
peróxido de hidrógeno (H2O2), radical alcoxilo (RO−), radical peroxilo (ROO-).  
Son importantes también las especies reactivas del nitrógeno, que causan el 
estrés nitrosativo, entre ellas destacan el óxido nítrico (NO) y el peroxinitrito 
(NO3−) generado cuando reaccionan el óxido nítrico y el radical superóxido. 
(González & García, 2012).   
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Tabla 1. Clasificación de los radicales libres (González & García, 2012) 
Clasificación Radical libre Abreviatura 
Especies reactivas de oxígeno 
  
  
  
  
  
  
 
  
  
Oxígeno  O2 
Ion Superóxido O2− 
Radical hidroxilo OH− 
Peróxido de hidrógeno H2O2 
  
Radicales alcoxilo RO−   
Radical peroxilo ROO−   
  
Radical hidroperoxilo ROOH− 
Especies reactivas de nitrógeno 
  
 
  
Óxido nítrico NO− 
Dióxido nítrico NO2− 
Peroxinitrilo ONOO−   
   
1.2.1.1 Mecanismos de formación de los radicales libres  
Los radicales libres se pueden formar por diversos mecanismos, el más común 
es la adición de un electrón a una molécula estable. En las que hay una 
transferencia de electrones que necesariamente implican la reducción (ganancia 
de electrones) y oxidación (pérdida de electrones) de las moléculas 
participantes, que se detendrá cuando dos radicales libres se encuentren y 
reaccionen entre sí (Corrales, Muñoz, 2012). 
Estas reacciones bioquímicas se clasifican en tres grupos: reacciones de 
iniciación en la formación de un radical libre a partir de no radicales, reacciones 
de propagación en la que se forma un radical libre cuando reacciona una 
molécula estable con un radical libre y las reacciones de terminación cuando se 
produce una reacción química entre dos radicales libres y se genera un 
compuesto estable (Corrales & Ariza, 2012). 
1.2.1.2  Fuentes endógenas de ROS       
 
La mitocondria es considerada como la principal fuente de radicales libres y los 
más importantes son los compuestos de oxígeno (Coronado et al, 2015).  
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El anión superóxido (O2−), es el más importante a nivel celular y se produce en 
diferentes organelos celulares como en las mitocondrias, en el retículo 
endoplásmico y en el citosol (Corrales & Ariza, 2012). 
Peróxido de hidrógeno (H2O2) no es un radical libre, pero es una forma muy 
reactiva que genera hidroxilo en presencia de metales como el hierro. Se forma 
en la mitocondria, en el retículo endoplásmico (López, 2008). 
Radical Hidroxilo (OH-) Posee una alta reactividad y una vida media muy corta, 
debido a que reacciona de manera rápida e inespecífica con los blancos 
celulares más cercanos (ADN, proteínas, lípidos y carbohidratos) (Corrales & 
Ariza, 2012). 
Oxígeno molecular (O2) es básicamente oxidante, en condiciones normales, las 
células metabolizan la mayor parte del oxígeno (O2) con la formación de agua 
sin formación de intermediarios tóxicos, mientras que un pequeño porcentaje 
(alrededor del 5%) forman tres intermediarios altamente tóxicos, dos de los 
cuales son literalmente radicales libres (el anión superóxido y el hidroxilo) 
(Avello, & Suwalsky, 2006). 
1.2.1.3 Fuentes exógenas de radicales libres 
Algunos ejemplos de sustancias que favorecen la formación de los radicales 
libres, son; la exposición a rayos X, al ozono, al tabaco, pesticidas, la 
contaminación ambiental y productos químicos industriales, además de ciertos 
medicamentos, y el deporte exhaustivo (Corrales & Ariza, 2012) (Avello, & 
Suwalsky, 2006). 
Tabla 2. Fuentes exógenas que promueven el aumento de radicales libres. 
(Corrales & Ariza, 2012). 
Contaminantes Ozono 
Monóxido de carbono 
Toxinas 
 Radiaciones Ultravioleta 
Rayos X 
Gamma 
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Dieta Ácidos grasos poliinsaturados 
Ácidos grasos  
Glucosa 
Otros 
 
Tabaco 
 Ejercicio intenso 
 
1.2.1.4 Formación de ROS en el deporte 
 
Los ROS en el deporte tienen efectos positivos sobre la contracción muscular y 
adaptación al ejercicio sistemático; sin embargo, factores externos asociados a 
la práctica deportiva, como las condiciones climáticas y una deficiente 
alimentación y suplementación, pueden desencadenar un desequilibrio entre los  
radicales libres y los mecanismos antioxidantes   (Muñiz, 2014).  
 
La actividad física vigorosa puede incrementar el consumo de oxígeno en 10 a 
15 veces por encima del valor de reposo para satisfacer las demandas de 
energía. El elevado consumo de oxigeno resultante produce un estrés oxidativo 
que conduce a la generación de radicales libres y peroxidación de lípidos (Del 
Castillo, 2000).        
Se ha visto que el daño oxidativo se reduce cuando se practica ejercicio 
regularmente y aumenta cuando se lo realiza en sesiones aisladas, mientras que 
el ejercicio excesivo y el sobre-entrenamiento conducen a un estado de estrés 
oxidativo (González & García, 2012).   
En el metabolismo aeróbico en el ejercicio de baja y moderada intensidad, el 
metabolismo aeróbico forma ATP para suplir la necesidad de energía, al final de 
las reacciones se forma O2-. Si la actividad mitocondrial es incrementada y 
mantenida en el tiempo se forma OH- o reaccionar con el NO para formar ONOO- 
(Fernández et al, 2009). 
Durante el ejercicio intenso y de corta duración también se recurre al 
metabolismo anaeróbico, debido a la demanda de flujo sanguíneo en el músculo 
hay órganos que tienen períodos de hipoxia, al finalizar la contracción muscular, 
los órganos vuelven a recibir flujo sanguíneo de forma brusca, llegando gran 
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cantidad de oxígeno, este fenómeno se llama “isquemia-reperfusión” (De Pinho 
et al, 2010). 
Hay estudios que indican que la hipertermia aumenta el estrés oxidativo y afecta 
selectivamente a marcadores lipídicos específicos, independientemente del 
consumo de oxígeno, se eleva la secreción adrenérgica y la producción de 
lactato como consecuencia de una mayor utilización de la vía glucolítica 
anaeróbica (Mc Anult, 2005). 
El incremento de la autooxidación normal de hemoglobina (aproximadamente 
3% o menos) conduce durante el ejercicio físico a la formación de 
metahemoglobina y de O2-. Tanto la isquemia-reperfusión como los fenómenos 
de hipoxia estarían directamente relacionados con la autooxidación de la 
mioglobina y la hemoglobina debido al incremento de NADH, a la producción de 
H2O2 y a la acidificación del medio celular (Fernández et al, 2009). 
La Hipoxia podrían dañar las estructuras biológicas, esto se puede observar al 
practicar ejercicio en altitud (por sobre los 3000 msnm), se forman los radicales 
alcoxilo y peroxilo (Pomar et al, 2017). 
1.2.2  Estrés oxidativo  
 
El estrés oxidativo es un estado de la célula en el cual se altera la homeostasis 
intracelular, reflejada por el desequilibrio entre respuestas prooxidantes y 
antioxidantes (Galván et al, 2008). 
Durante el metabolismo oxidativo de la célula, el oxígeno que se respira es 
conjugado con hidrógeno y electrones para formar agua en la cadena respiratoria 
de las mitocondrias de todos los tejidos. (Salinas, 2007). Es paradójico pensar 
que el oxígeno es fundamental para la existencia de la vida pero a la vez puede 
causar daño (González & García, 2012).  
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Figura 1. Factores de riesgo asociados al ejercicio (Fernández, et al, 2009). 
 
1.2.2.1 Estrés oxidativo y el deporte 
 
El daño oxidativo dependerá de la agresividad química del propio oxidante, de la 
cantidad de éste y del tiempo de exposición, así como del tipo de tejido que sufra 
el efecto y de la eficacia de las defensas antioxidantes disponibles. Sobre todo 
se produce en el ejercicio físico de carácter excéntrico. (Jackson, 2008).  
Los deportistas que se someten regularmente a ejercicios físicos extenuantes, a 
lo largo de los años pueden acumular productos de daño molecular 
especialmente en músculo esquelético, hueso, cartílago, hígado e inflamación 
generalizada (González & García, 2012). Algunos estudios indican que al incluir 
alimentos con antioxidantes se reduce el estrés oxidativo, (Coronado et al, 2015), 
y al disminuir la acumulación de radicales libres, podría contribuir a mejorar la 
salud a largo plazo de los atletas (González & García, 2012) 
El estrés oxidativo durante el ejercicio exhaustivo produce un daño a nivel de la 
membrana del miocito, lo que conduce a una exacerbada respuesta inflamatoria, 
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que se asocia a un aumento significativo de al menos, dos veces la generación 
de radicales libres en el músculo y otros tejidos (Fisher & Bloomer, 2009).  
El músculo en las fases iniciales de un ejercicio genera ROS como un 
mecanismo fisiológico que le permite alcanzar un nivel de oxidantes que 
favorezca una contracción dinámica óptima. Sin embargo, en esta misma 
cinética, también es posible que si la duración o intensidad del ejercicio superan 
un umbral determinado se produzca una sobreproducción de ROS capaz de 
reducir la capacidad contráctil del músculo (Fernández et al, 2009). 
 Algunos estudios han demostrado que los ROS específicas se generan de 
manera controlada por las fibras musculares esqueléticas en respuesta a 
estímulos fisiológicos y juegan un papel importante en las adaptaciones del 
músculo a las contracciones. Estos beneficios positivos de los ROS que son 
inducidos por la actividad contráctil del músculo contrastan fuertemente con la 
creciente evidencia de que las vías degenerativas inducidas por ROS son 
fundamentales para el proceso de envejecimiento en el músculo esquelético 
(Jackson, 2008). 
1.2.2.2 Estrés oxidativo y efectos sobre la salud 
 
Los ROS debido a su alta reactividad pueden llegar a causar diferentes daños a 
nivel celular, tales como; oxidación de lípidos (lipoperoxidación), de grupos 
sulfidril de las proteínas, de bases púricas y pirimidínicas, generando 
alteraciones celulares que pueden ser el primer paso para el desarrollo de 
patologías. Diversos estudios han comprobado que los ROS están implicados en 
el envejecimiento y enfermedades como: Parkinson, artritis reumatoide, cirrosis, 
pancreatitis, hepatotoxicidad, isquemia, cáncer, aterosclerosis, asma, entre 
otras, en todas estas enfermedades las alteraciones celulares incluyen 
reclutamiento de macrófagos, daño mitocondrial, interferencia con defensas 
antioxidantes, aumento del calcio intracelular y conversión de la xantina 
deshidrogenasa a xantina oxidasa (Corrales & Ariza, 2012).  
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1.2.2.3 Daño a las proteínas 
 
En el caso de las proteínas se oxidan preferentemente los aminoácidos 
(fenilalanina, tirosina, triptófano, histidina y metionina) y como consecuencia se 
forman entrecruzamientos de cadenas peptídicas, fragmentación de la proteína 
y formación de grupos carbonilos que impiden el normal desarrollo de sus 
funciones (transportadores iónicos de membranas, receptores y mensajeros 
celulares, enzimas que regulan el metabolismo celular, etc.) (Fanning et at, 
2006). 
1.2.2.4. Efectos sobre el ADN 
 
Otra molécula que es dañada por los ROS es el ADN; el daño a los ácidos 
nucleicos produce bases modificadas, lo cual tiene serias consecuencias en el 
desarrollo de mutaciones y carcinogénesis por una parte, o la pérdida de 
expresión por daño al gen específico (Fanning et at, 2006). 
 
Figura 2. Daño de los ROS en la célula (Vasudevan, D., & Vaidyanathan, K., 
2011) 
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1.2.2.5 Daño producido sobre los lípidos (peroxidación lipídica) 
 
Todas las células están rodeadas por una membrana que las separa del medio 
extracelular. La membrana celular en su composición tiene proteínas, que 
cumplen importantes funciones como la interacción de la célula con otras células, 
hormonas y agentes reguladores del líquido extracelular. La estructura básica de 
todas las membranas biológicas es la bicapa lipídica, la que funciona como una 
barrera de permeabilidad selectiva. Éstas son ricas en ácidos grasos 
poliinsaturados (PUFAs) y por lo tanto vulnerables al ataque de radicales libres 
que traen como consecuencia la peroxidación lipídica, estos ácidos grasos, al 
romperse, forman gases hidrocarbonatos (tales como etano o pentano) y 
aldehídos (por ejemplo, malondialdehído). Varios trabajos investigativos 
confirman que el contenido de malondialdehído durante el ejercicio se 
incrementa en varios tejidos, y se comprobó que la magnitud de la peroxidación 
lipídica parece estar estrechamente vinculada con la intensidad del ejercicio 
practicado (Corrales & Ariza, 2012). 
La peroxidación lipídica es generalmente inducida por un radical hidroxilo, el cual 
sustrae un hidrógeno de la cadena lateral de un ácido graso formando un radical 
carboxilo, lo cual genera una cadena de reacciones oxidativas. Los 
antioxidantes, pueden formar complejos estables impidiendo la acción catabólica 
de los radicales libres en la membrana celular (Avello, & Suwalsky, 2006). 
 
Tabla 3. Efectos patológicos del estrés oxidativo en los diferentes órganos 
(Galván, et al, 2008) 
Órgano Daño que causa 
Cerebro/ Sist. Nervioso Alzheimer, Parkinson, esclerosis múltiple 
Envejecimiento Envejecimiento prematuro, cáncer 
Corazón y Sist. vascular Aterosclerosis 
Inflamación y daño inmune Glomerulonefritis artritis reumatoide, hepatitis 
Ojo Cataratas, degeneración macular 
Piel Quemaduras, porfiria, dermatitis de contacto 
Riñón Síndromes renales autoinmunes, nefrotoxicidad 
Tracto gastrointestinal Daño hepático, pancreatitis,  
Tracto respiratorio Enfisema, hiperoxia, asma, fibrosis quística 
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1.3 MECANISMO ANTIOXIDANTE 
1.3.1 Sistemas de defensa biológica contra los RL 
 
 
En respuesta a los radicales libres, los organismos evolutivamente han 
desarrollado una amplia variedad de mecanismos de defensas antioxidantes 
(Avello & Suwalsky, 2006), para neutralizar a las especies reactivas de cualquier 
elemento.  Se define como antioxidante a “cualquier sustancia que retrasa, 
previene o elimina la oxidación de un sustrato oxidable, que puede ser lípido, 
proteína, ADN o cualquier otro tipo de molécula (Corrales & Ariza, 2012). 
El antioxidante al reaccionar con el ROS le cede un electrón oxidándose y 
transformándose en un ROS débil no tóxico Los antioxidantes actúan de 
diferente manera, los enzimáticos catalizan o aceleran reacciones químicas que 
utilizan sustratos que a su vez reaccionan con los ROS (Galván et al 2008). 
Los antioxidantes pueden ser endógenos o exógenos. Los antioxidantes 
exógenos son los que ingresan a través de la cadena alimentaria, y endógenos 
que son sintetizados por la célula. Cada antioxidante posee una afinidad hacia 
un determinado ROS o hacia varios. La vitamina E, el betacaroteno y el licopeno 
actúan en el medio liposoluble de la célula y su absorción y transporte se hallan 
muy vinculados con el de los lípidos. La vitamina E por lo tanto es considerada 
como el agente más importante protector de las moléculas lipídicas, neutraliza el 
oxígeno singlete, captura radicales hidroxilos, neutraliza peróxidos y captura 
anión superóxido. La vitamina C: neutraliza el oxígeno singlete, captura radicales 
hidroxilos, captura anión superóxido. El betacaroteno neutraliza el oxígeno 
singlete (Núñez, 2008). 
En el ejercicio físico intenso se incrementa la concentración plasmática de ácido 
úrico, llegando a los músculos y protegiéndolos de la acción oxidativa de los 
radicales libres (González & García, 2012). 
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El alopurinol previene el daño muscular después del ejercicio exhaustivo, pero 
también modifica las vías de señalización celular asociadas con el ejercicio, que 
son útiles en las adaptaciones a los entrenamientos (Gómez, 2008). 
Las defensas contra los radicales libres tienden a impedir su formación o los 
neutraliza una vez que se forman y se efectúa en 5 niveles:  
 Primer nivel: consiste en evitar la reducción del oxígeno mediante sistemas 
enzimáticos, sin liberar los intermediarios parcialmente reducidos, mediante 
la citocromo-oxidasa de la cadena respiratoria mitocondrial. 
 Segundo nivel: Aquí se encuentran las enzimas superóxido dismutasa (SOD), 
metaloenzima que catalizan la dismutación del radical anión superóxido para 
dar oxígeno molecular y peróxido de hidrógeno. 
 Tercer nivel: dado por un grupo de enzimas catalasa y la glutatión-peroxidasa 
que cataliza la reacción de oxidación del glutatión, y neutralizan el peróxido 
de hidrógeno.  
 Cuarto nivel: En este nivel actúan las Vitaminas C y E. 
 Quinto nivel: Se produce la reparación del daño molecular (Galván et al, 
2008).  
 
Figura 3. Lugar específico donde actúa cada antioxidante (Galván et al, 2008) 
1.3.2 Alimentos que contienen antioxidantes  
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El consumo regular de varias frutas y verduras frescas, granos enteros, 
legumbres y frijoles, brotes y semillas es una forma efectiva y segura de 
cumplir con todos los requisitos de antioxidantes en personas físicamente 
activas y atletas (Yaravi et al, 2015). 
 
Tabla 4. Alimentos que contienen antioxidantes (González, C., & García, L., 
2012) 
 
Sustancia  Fuentes                                   
    
Ácido ascórbico Vegetales verdes, granos, frutas cítricas, kiwi, espárragos, aguacate, 
remolacha, brócoli, melón, cebolla, mango, papaya, perejil, piña, 
espinaca, rábano, papa, berenjena apio, fresa, berro. 
Tocoferoles Espinaca, nueces, cacahuate, cereales, germen de trigo, aceites 
vegetales envasados en frío. 
ẞ-Caroteno Aceite de hígado de pescado, alfalfa, zanahoria, acelga, papaya, 
durazno, pimiento rojo, jitomate, almendras. 
Licopeno Jitomate, sandía, guayaba. 
Europeina  Uva, vino tinto.   
Oleína   Aceite de oliva.   
Flavonoides Germinado de alfalfa, espinaca, limón, cebolla, chiles, nopal, manzana 
roja, uva roja, naranja, vio, cerveza, té verde té negro, arándano.  
Piridoxamina (B6) Carne, vísceras, pescado, leche, huevo, papa, camote, cáscara de arroz, 
aguacate, avellanas, almendras, levadura de cerveza.  
 
1.4 MARCADORES BIOLÓGICOS DE ESTRÉS OXIDATIVO 
 
 Si el ejercicio aumenta la producción de radicales libres debe evidenciarse de 
alguna manera.  Debido a la vida muy corta de los radicales libres es muy 
complejo medirlos directamente (Corrales & Ariza, 2012). 
Por esto, se han desarrollado algunas técnicas que incluyen HPLC y técnicas 
espectrofotométricas para medir ya sea directa o indirectamente el daño que los 
radicales libres provocan en el organismo. Estas determinaciones pueden 
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llevarse a cabo en muestras de sangre total, en plasma, suero sanguíneo y/u 
orina (González & García, 2012). 
1.4.1  Proteínas carboniladas    
El contenido de proteínas carboniladas, generadas por una ruptura y oxidación 
de la cadena polipeptídica principal o por una oxidación de las cadenas laterales 
se puede cuantificar como marcador de estrés oxidativo (González & García, 
2012).  
1.4.2  ADN    
El daño que ha sufrido el ADN se puede valorar midiendo la concentración de 8-
hidroxiguanosina en orina, empleado varias técnicas, entre las que se incluyen 
HPLC (cromatografía líquida de alta eficacia, de acuerdo con sus siglas en 
inglés), GCMS (cromatografía de gases acoplada a espectrómetro de masas) 
así como ensayos enzimáticos (Urso y Clarkson, 2003).  
1.4.3 Homocisteína    
Cuantificación de la homocisteína, ya que existen evidencias de que sus niveles 
se incrementan en el ejercicio, y al mismo tiempo disminuye la concentración de 
óxido nítrico endotelial (González & García, 2012). 
1.4.4 Glutatión  
El glutatión es un antioxidante que se emplea como medida de estrés oxidativo. 
Así, la ratio GHS oxidado/GHS reducido disminuye bajo condiciones oxidativas 
(Urso y Clarkson, 2003).  
La determinación de nuestro interés es la medición de malondialdehído como 
marcador de estrés oxidativo impuesto por el ejercicio físico (Palacios et al, 
2015). 
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1.4.5 Malondialdehído (MDA)   
 
El MDA es un cetoaldehído fisiológico producido por descomposición de lípidos 
insaturados provenientes del metabolismo del ácido araquidónico. El exceso de 
MDA producido como resultado del daño tisular puede combinarse con grupos 
aminos de proteínas (este reacciona fundamentalmente con residuos de lisina 
por la reacción de adición de Michael) lo que produce aductos de proteínas 
modificadas, que pueden ser detectadas en el suero sanguíneo (Tsikas et al., 
2005). 
El contenido de malondialdehído durante el ejercicio se incrementa en varios 
tejidos y se comprobó que la magnitud de la peroxidación lipídica parece estar 
estrechamente vinculada con la intensidad del ejercicio practicado (González & 
García, 2012).  
El malondialdehído (MDA) a pH bajo y temperatura elavada, participa fácilmente 
en la reacción de adición nucleófila con ácido 2-tiobarbitúrico (TBA), generando 
un aducto rojo, fluorescente 1: 2 MDA: TBA que se puede cuantificar por 
estrectrofotometría de absorción visible este es el método analítico más utilizado 
(Janero, 1990). 
En este estudio también cuantificaremos CPK y LDH como marcadores de lesión 
muscular. 
 
Figura 4.Aducto cromógeno MDA-TBA 
1.4.6  Creatínfosfoquinasa (CPK)   
 
La creatinfosfoquinasa (CK) es una enzima que se encuentra tanto en el citosol 
como en las mitocondrias de los tejidos donde la demanda de energía es alta. 
 UNIVERSIDAD DE CUENCA                                                                                                                        
 
 
   
 LILIANA  UYAGUARI OCAÑA  34 
 
En el citosol la CK está compuesta por dos subunidades: M (tipo muscular) y B 
(tipo cerebral). Estas subunidades permiten la formación de tres isoenzimas 
específicas de tejido: CK-MB (músculo cardíaco), CK-MM (músculo esquelético) 
y CK-BB (cerebro). Típicamente, la proporción de subunidades varía con el tipo 
de músculo: músculo esquelético: 98% MM y 2% MB y músculo cardíaco: 70–
80% MM y 20–30% MB, mientras que el cerebro tiene predominantemente BB 
(Baird, et al, 2012). 
 
 La creatin-quinasa es una enzima que cataliza la fosforilación reversible de la 
creatina por el Adenosín Trifosfato (ATP). Cuando el músculo se contrae, el ATP 
se consume y la creatin quinasa cataliza la refosforilación del ADP para formar 
ATP, usando fosfocreatina como reservorio de la fosforilación. Cuando se 
entrena, se agrede, se daña, se rompe las microestrucuturas del sarcómero, que 
es el lugar donde se produce la contracción muscular (Sandoval, 2003). 
 
Figura 5. Reacción que cataliza la CPK (Palacios, 2015) 
Las personas que participan regularmente en ejercicios intensos de gran 
volumen, tienden a tener niveles base de CK significativamente elevados en 
comparación con las personas sedentarias y de ejercicio moderado (Baird et al, 
2012). 
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Tales niveles indican claramente una perturbación fuerte o desintegración del 
tejido muscular estriado con la fuga concomitante de los constituyentes 
musculares intracelulares en la circulación.  
Por lo tanto, los altos niveles de CK en suero, en ausencia de daño muscular u 
otras condiciones patológicas, pueden reflejar el nivel de actividad enzimática 
tisular del individuo (Baird et al, 2012) 
Este parámetro se mide para valorar los entrenamientos, su elevación es 
proporcional a la intensidad y duración del ejercicio, pero existe una adaptación 
en el entrenamiento, que facilita que en personas entrenadas se eleve menos 
que en sedentarias. Valores elevados respecto al basal, indican trauma o sobre 
entrenamiento y su concentración puede ser utilizada para monitorizar el regreso 
a la actividad normal de atletas que hayan sufrido una lesión muscular anterior 
(Palacios, et al, 2015). 
Los niveles de CK total dependen de la edad, género, la raza, la masa muscular, 
la actividad física y las condiciones climáticas. Los altos niveles de CK en suero 
en sujetos aparentemente sanos se relacionan con el entrenamiento físico y 
daño en la estructura muscular. Si se corre un sprint de 100 metros en llano, el 
cuerpo captará la energía directamente del músculo, precisamente de la 
fosfocreatina (Urdampilleta et al, 2013). 
Se estudió el comportamiento de la CK total en una triatleta de modalidad 
olímpica, al finalizar la competencia la concentración de CK fue de 151 U/L, 
aumentó con respecto a las concentraciones basales que fueron de 66.7 U/L y 
continuó incrementándose hasta las 72 horas, llegando a su nivel máximo de 
296 U/L, de los valores medidos de la CK se puede deducir que el atleta posee 
una adaptación al entrenamiento, debido a que presenta valores 
considerablemente altos comparados a los establecidos como normales en la 
población normal (Pérez, 2014). 
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  1.4.7 Deshidrogenasa Láctica    
La enzima lactato deshidrogenasa, está presente en muchos tejidos del cuerpo, 
pero es mayor su presencia en el corazón, hígado, riñones, músculos 
esqueléticos, glóbulos rojos, en el cerebro y en los pulmones (Urdampilleta et al, 
2013). 
La LDH cataliza la interconversión de piruvato y lactato, que son metabolitos de 
combustible críticos del músculo esquelético, particularmente durante el ejercicio  
(Liang, et al, 2016). En deportes más anaerobios se la puede encontrar elevada.  
Aproximadamente el 20% del lactato producido durante el ejercicio se oxida a 
piruvato (Urdampilleta et al, 2013). Cuando existe daño muscular o lo que es lo 
mismo, destrucción de fibras musculares, los niveles de LDH en suero aumentan 
considerablemente, se la utiliza para evaluar la presencia de lesiones en los 
tejidos   (Palacios et al, 2015). 
 
Figura 6. Oxidación reversible de lactato a piruvato (Palacios, 2015) 
Normalmente, hay cinco isoenzimas de la deshidrogenasa láctica presentes en 
células vivas y conformadas por la combinación entre polipéptidos-M y 
polipéptidos H (Aranda, 2010). 
Los complejos de isoenzimas LDH se clasifican en LDH1 (B4), LDH2 (A1B3), 
LDH3 (A2B2), LDH4 (A3B1) y LDH5 (A4) basado en diferentes combinaciones 
de LDH-A y las Isoformas LDH-B. La isoforma LDH-A es también conocida como 
la isoforma M, expresada predominantemente en el músculo esquelético, 
mientras que LDH-B también se refiere a la isoforma H, se expresa 
principalmente en el músculo cardíaco. Los estudios han demostrado que la 
isoenzima LDH-A favorece la reacción que convierte piruvato a lactato, mientras 
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que el isoenzima LDH-B prefiere la reacción inversa que produce piruvato a partir 
de lactato (Liang, et al, 2016). 
La LDH se eleva significativamente en el caso de rabdomiolisis, como se observó 
en el estudio realizado a una persona luego de una sesión de spinning, llegando 
a valores de 2820 U/L (Torres et al, 2016). 
Una disminución de esta enzima a una misma intensidad de carga de 
entrenamiento supone una adaptación con menor grado de conversión hacia el 
metabolismo anaeróbico, es decir, mayor eficiencia metabólica (Clemente, 
2011).  
Así, la LDH total presenta incrementos después de entrenamientos de corta 
duración y alta intensidad, aunque también se eleva en deportes de resistencia 
de larga duración (Urdampilleta et al, 2013).    
Durante el ejercicio las células transforman la glucosa en lactato, que es liberado 
a la sangre, que puede ser recogido por el hígado que lo vuelve a transformar en 
glucosa que va a la sangre para que pueda volver a utilizarse (Palacios et al, 
2015) 
En los deportes de equipo se observaron las  diferencias significativas antes y 
después de los partidos (con unos valores de 781 mU/ml frente a 1.248 U/ml), y 
recuperándose a las 48 horas los valores basales (Rodenburg, De Boer, 1993). 
El valor promedio normal en adultos es de 50 - 150 U/L (Aranda, 2010). 
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CAPÍTULO II 
MATERIALES Y MÉTODOS 
2.1 Tipo de estudio  
 
Es una investigación de campo, descriptiva, cuasi-experimental, comparativa y 
transversal. El proyecto se desarrolla en la pista de atletismo “Jefferson Pérez” 
que es el sitio en el que entrenan los atletas de alto nivel, en el parque “De la 
madre”  en el que entrenan los atletas del grupo control, en laboratorios del 
INSPI-Dr. Leopoldo Izquieta Pérez CZ6 y en el laboratorio Accu-lab. 
2.2 Muestra 
 
Se trata de un estudio piloto, que se llevó a cabo con 30 deportistas (n=30), que 
aceptaron participar en la investigación. Para considerar el tamaño de la muestra 
se tomó en cuenta que no existen gran cantidad de atletas que cumplan con las 
condiciones de pertenecer al grupo de alto nivel.  Se trabajó con 10 atletas de 
alto nivel (n=10), que en su mayoría pertenecen a la selección de atletismo del 
Ecuador y los 20 restantes son atletas del grupo control n=20. 
2.3 Criterios de inclusión y exclusión  
 
Se incluyó a deportistas de alto nivel, que entrenan un mínimo de 3 horas diarias, 
de cualquier sexo, de etnia indistinta, que aceptaron voluntariamente participar 
en el estudio. Para el grupo problema se escogió atletas que entrenan de tres a 
cinco veces por semana de 1 a 2 horas.  Se excluyó atletas menores de edad y 
mayores de 45 años y se les informó sobre los objetivos y alcances de la 
investigación y se les solicitó por escrito la firma del  consentimiento para 
participar en el estudio (Anexo 1). 
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2.4 Técnica de recolección de datos 
 
Para la recolección de datos se realizó un cuestionario diseñado por el 
investigador (anexo 2), en el que se incluyó datos como edad, género, etnia, 
horas que la práctica deportiva,  hidratación, medicamentos que toman. 
2.5 Método de análisis de las variables 
 
De la presente investigación se puede obtener dos categorías de ensayos de las 
cuales se desprenden las variables, en la primera están las enzimas de daño 
muscular que son la CPK y la LDH y la segunda es el ensayo toxicológico en la 
que se determina MDA como indicador de estrés oxidativo. 
Tabla 5. Descripción de la metodología usada para la determinación de las 
variables analizadas en la presente investigación 
CATEGORIA VARIABLE 
DESCRIPCION DEL METODO DE 
ANALISIS 
Enzimas de daño 
muscular 
CPK 
  
Prueba cinética colorimétrica acoplada a 
espectofotometría 
LDH 
Prueba cinética colorimétrica acoplada a  
espectrofotometría 
Ensayo toxicológico 
MDA 
  
Reacción colorimétrica determinada por  
espectrofotómetro 
 
2.6 Materiales  
 
Los materiales que se  usaron en este estudio fueron, tubos al vacío sin 
anticoagulantes, agujas de toma #20G, algodón, alcohol, torniquete, gradillas, 
pipetas automáticas (Anexo 5). 
2.7  Equipos 
 
Los equipos que se requieren son:  
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Centrífuga Thermo Scientific y microcentrífuga Thermo Scientific E-FLU-0.23, de 
procedencia americana. 
Baño María Gemmy Industrial Corp YCW-0-10 de procedencia Taiwán. 
Balanza analítica DU Mettler Toledo XA 105 de procedencia española.  
pH-metro, vortex. 
Cabina de bioseguridad Labconco, USA. 
Congelador -80 °C, Thermo Schientific, USA. 
Lector de placas Bio Tek E-EG-001, Germany 
Espectrofotómetro Stat fax 1904 Plus, USA (Anexo 4,7) 
2.8  Reactivos 
● CK NAC liquiUV HUMAN 
● LDH SCE mod. liquiUV HUMAN 
● OxiSelect TBARS Assay kit (MDA), que se fundamenta a través de los 
métodos de Ohkawa y Asakawa modificados, basados en la reacción del 
MDA con el ácido 2- tiobarbitúrico (TBA) observándose una aducto MDA– 
TBA cromógeno, medido a través de espectrofotometría en suero 
sanguíneo. 
2.9 Procedimiento 
2.9.1 Preanálisis 
 
● Luego de que los deportistas firmaron el consentimiento informado y 
llenaron la encuesta (Anexo 1 y 2), se realizó la extracción de sangre 
mediante venopunción a los participantes del estudio que cumplieron con 
los parámetros de inclusión. 
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● La muestra se tomó en tubos al vacío de 10 ml que no contenían 
anticoagulantes, los tubos se transportaron al laboratorio para centrifugar 
a 2500 rpm durante 5 minutos, y obtener la fracción del suero. 
● El suero se alicuotó en cuatro tubos, los dos primeros sin ningún 
conservante servirán el uno para posteriormente realizar la cuantificación 
de las enzimas (CPK total y LDH total) y el otro se guardó como respaldo 
de las muestras, ambos se conservaron en congelación a -20°C.  
● A los dos tubos restantes se adicionó el reactivo butil hidroxitolueno 
(BHT), que viene en el kit de reactivo, (100 µL de suero con 1 µL de BHT) 
para prevenir una posterior oxidación y se llevó a ultracongelación de  -80 
°C, de igual forma el uno se usó para el determinación del MDA y el otro 
se guardó como respaldo de las muestras.  
2.9.2  Análisis de laboratorio  
 
2.9.2.1 Determinación de creatinfosfoquinasa (CPK) 
 
2.9.2.1.1 Fundamento del método 
 
La creatinfosfoquinasa (CPK) cataliza la reacción entre la fosfocreatina (CP) y la 
5´-difosfato de adenosina (ADP) con formación de creatina y 5´-trifosfato de 
adenosina (ATP), convirtiendo esta última la glucosa en glucosa-6-fosfato (G6P) 
en presencia de hexoquinasa (HK). La G6P es oxidada a Gluconato-6P en 
presencia de fosfato de dinucleótido de adenina y nicotinamida (NADP) reducido 
en una reacción catalizada por la deshidrogenasa glucosa-6-fosfato (G6PDH). 
La conversión se controla cinéticamente a 340 nm a través del aumento de la 
absorbancia resultante de la reducción del NADP+ a NADPH + H+, proporcional 
a la actividad de la CK presente en la muestra. En este método la inclusión de 
N-acetilcisteina (NAC) permite la activación óptima de la enzima (ANEXO 9). 
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Figura 7. Reacciones de reducción del NADP a NADPH 
 
2.9.2.1.2 Preparación de los reactivos 
 
Mezclar 4 mL de R1 + 1 mL de R2. Estable durante 1 mes a 2-8 ºC ó 10 días a 
16-25 ºC. Resguardar de la luz. 
 
2.9.2.1.3 Técnica 
 
Preincubar el reactivo de trabajo, muestras y controles a la temperatura de 
reacción 37 °C. Ajustar a 0 el fotómetro con agua destilada. Pipetear en una 
cubeta: 1ml de Reactivo de trabajo y 20 µl de suero. Mezclar suavemente por 
inversión. Insertar la cubeta en el compartimiento del termostatato del 
instrumento y poner el cronómetro en marcha. Incubar durante 3 minutos, y 
anotar la absorbancia inicial. Repetir las lecturas exactamente a los 1, 2 y 3 
minutos. Calcular la diferencia entre absorbancias. Calcular el promedio de los 
resultados para obtener el cambio promedio en absorbancia por minuto 
(ΔA/min). 
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2.9.2.1.4 Cálculos  
 
Se calcula la media de los cambios en la absorbancia por minuto y se multiplica 
por el factor a 37 °C  
 
  
ΔA /min x 8095 = U/L CPK (37 ºC) 
 
 
 
2.9.2.1.5 Valores Normales  
Hombres < 24-190 U/L 
   Mujeres     < 24-170 U/L (HUMAN) 
Control Humatrol 163.9  U/L Rango 117-175 U/L 
 
2.9.2.2 Determinación de la Deshidrogenasa láctica 
 
2.9.2.2.1 Fundamento del método  
 
La lactato deshidrogenasa (LDH) cataliza la reducción de piruvato a lactato (P-
L) en presencia de dinucleótido de adenina y nicotinamida reducido (NADH) a 
pH 7,5. 
La reacción se controla cinéticamente a 340 nm a través de la disminución de la 
absorbancia resultante de la oxidación del NADH a NAD+ proporcional a la 
actividad LDH en la muestra. 
 
Figura 8. Reacción de oxidación del NADH a NAD 
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2.9.2.2.2 Preparación de los reactivos 
 
Mezclar 4 mL de R1 + 1 mL de R2. Estable 2 meses a 2-8 ºC ó 2 días a 16-25 
ºC. Resguardar de la luz. 
2.9.2.2.3 Técnica  
 
Preincubar el reactivo de trabajo, muestra y patrón a la temperatura de reacción 
37 º C. Ajustar a 0 el fotómetro con agua destilada. Pipetear en una cubeta 1ml 
de Reactivo de trabajo y 20 µl de suero. Mezclar suavemente por inversión. 
Insertar la cubeta en el compartimiento temperado de lectura del instrumento y 
poner el cronómetro en marcha. Incubar durante 30 segundos, y anotar la 
absorbancia inicial. Repetir las lecturas exactamente a los 1, 2 y 3 minutos.  
 
2.9.2.2.4 Cálculos 
 
Se calcula el promedio de las lecturas de absorbancias por minuto (ΔA/min) y se 
multiplica por el factor.  
U/L = ΔA/min x 16030  
2.9.2.2.5 Valores Normales: 207-401 U/L    (HUMAN) (Anexo 10). 
Control Humatrol  464.69 U/L Rango 357-513  U/L 
 
2.9.2.3 Determinación de Malondialdehído  
2.9.2.3.1 Fundamento del método 
 
El kit de ensayo de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) es una 
herramienta para la medición cuantitativa directa de MDA en muestras 
biológicas. Se basa en la formación del aducto coloreado malondialdehído-ácido 
tiobarbitúrico (MDA-TBA). Las muestras que contienen MDA desconocidas o los 
estándares de MDA reaccionan con TBA a 95 °C., luego de una breve 
incubación, las muestras y estándares pueden leerse espectrofotométricamente 
o fluorométricamente. El contenido de MDA en muestras desconocidas se 
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determina por comparación con la curva estándar de MDA predeterminada 
(Anexo 8). 
2.9.2.3.2 Preparación de reactivos 
 
• Solución de lisis SDS: si hay cristales o precipitados, calentar brevemente la 
solución a 37 ° C para redisolver los cristales de SDS. 
• Reactivo TBA: prepare el reactivo TBA justo antes del uso. Preparar una 
solución de 5,2 mg / ml de reactivo TBA, pesando una cantidad de TBA necesaria 
para todas las muestras y estándares (por ejemplo: 130 mg de TBA es suficiente 
para preparar 100 pruebas). Añadir el diluyente ácido y agitar o mezclar 
vigorosamente hasta que el polvo se haya disuelto. Ajuste el pH de la solución a 
pH 3.5 con la solución de hidróxido de sodio (Anexo 8) 
Nota: El Reactivo TBA es estable por 24 horas. No almacene ni reutilice 
soluciones diluidas. 
2.9.2.3.3 Curva de calibración  
 
Se realizó siguiendo las instrucciones el inserto del reactivo OxiSelect TBARS 
Assay kit, que se puede ver en resultados.  
2.9.2.3.4 Técnica 
 
1. Preparar y mezclar todos los reactivos por completo antes de usar. Cada 
muestra y estándar que contiene MDA debe analizarse por duplicado. Las 
muestras de MDA de alto contenido se pueden diluir aún más para el análisis. 
2. Agregar 100 μL de muestras desconocidas o estándares MDA en los tubos de 
microcentrífuga. 
3. Agregar 100 μL de la solución de lisis SDS tanto a las muestras desconocidas 
como a los estándares MDA. Mezcle bien. Incubar las muestras durante 5 
minutos a temperatura ambiente. 
4. Agregar 250 μL de reactivo TBA a cada muestra y estándar a ser probado. 
5. Cerrar cada tubo e incubar a 95 ° C durante 45-60 minutos. 
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6. Retirar los tubos y enfriar a temperatura ambiente en un baño de hielo durante 
5 minutos. 
7. Centrifugar todos los tubos de muestra a 3000 rpm durante 15 minutos. 
Eliminar el sobrenadante de las muestras para un análisis posterior. 
8. Transferir 300 μL del sobrenadante a otro tubo, agregue 300 μL de n-Butanol.  
9. Agitar en un vórtex vigorosamente durante 1-2 minutos y centrifugue durante 
5 minutos a 10.000  rpm. 
10. Medida espectrofotométrica: Transferir 200 μL de los estándares y muestras 
de MDA a una microplaca de 96 pocillos compatible con un lector de placas 
espectrofotométrico. Dejar vacío un pocillo como control blanco 0 μM. Leer la 
absorbancia a 540 nm en lector de microplacas.  
 
2.9.2.3.5 Cálculos 
 
La concentración del MDA de las muestras problema, se obtendrá de acuerdo a 
la curva de calibración con los estándares de concentración conocida, que se la 
puede manejar como una ecuación de la recta estándar, linealizando la curva 
absorbancia- concentración mediante el logaritmo de las concentraciones en el 
eje X; el procedimiento consiste primero en encontrar la pendiente del gráfico, 
con este valor y la concentración hallada en la gráfica se encuentra el valor del 
termino independiente que puede ser extrapolado a cualquier valor de MDA que 
se desee conocer. (ANEXO 3) 
 
2.10 Análisis estadístico 
 
Las variables categóricas fueron presentadas como frecuencias y porcentajes y 
las cuantitativas a través de pruebas de estadística descriptiva y análisis de 
correlación de Pearson, para comparar los valores de MDA,  (ANEXO 12) CPK 
y LDH (ANEXO 13) entre sí, también se realizó la prueba de normalidad de 
Kolmogorov, se comparó los niveles de las variables MDA, CPK y LDH del grupo 
de alto nivel con los del grupo control por medio de la U de Mann Whitney. Se 
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aceptó un valor de p=0.001 como significativo. Y se hizo una regresión lineal 
múltiple para saber que variables afectan a la MDA. 
2.11 Consideraciones éticas  
 
El estudio no presenta riesgo que vulneren los derechos humanos de los 
participantes, sin embargo los participantes firmaron un consentimiento 
informado (Anexo 1). También se garantizó el derecho a la privacidad y 
confidencialidad en el manejo de la información de cada uno de los participantes. 
 
 
2.12 Interpretación de resultados 
 
Se evaluará de acuerdo a los rangos de referencia de los insertos en el caso de 
la CPK Y LDH.  
 Valores normales CPK  Hombres < 24-190 U/L 
     Mujeres     < 24-170 U/L (HUMAN) 
 Valores normales LDH 207-401 U/L   (HUMAN) 
En cuanto al MDA, no está estandarizado los rangos normales en personas 
sanas y tampoco en deportistas, para este estudio se tomará como referencia al 
valor promedio que se encontró en el estudio realizado en la ciudad de La Paz, 
que es de 4.2 µMol (Pomar, et al, 2017). 
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CAPÍTULO III 
RESULTADOS 
3.1 Análisis descriptivo de la muestra 
 
Fue una investigación piloto, de campo basada en toma de muestras en el 
segmento de deportistas en Cuenca, entre la edad 18-48 años. La muestra del 
estudio está compuesta de 30 personas dividida en dos grupos 10 de alto nivel 
y 20 de grupo control.  La edad promedio de los deportistas de alto nivel es de 
26.3 años y los del grupo control de 30 años, en cuanto al género se tuvo que en 
el grupo de alto nivel un 60% son hombres y un 40 % mujeres y los deportistas 
control un 70% de hombres y 30% de mujeres. En cuanto a las horas de 
entrenamiento se tuvo que la mayoría del grupo control entrena 2 horas y el 
grupo de alto nivel 4 horas. En cuanto al índice de masa corporal (IMC) por 
tratarse de deportistas la mayoría (90%) está por debajo de 24.9 que, según la 
OMS, está dentro de lo normal. (ANEXO 6)  
Tabla 6. Caracterización de la muestra 
 DEPORTISTAS DE ALTO 
NIVEL  
DEPORTISTAS CONTROL  
HOMBRES  60% 70% 
MUJERES  40% 30% 
EDAD 
(años) 
26,3 ±5,9 30,4 ±9,5 
TALLA (cm) 165,2 ±9,7 168,25 ±7,3 
IMC 21,52 ±1,7 22,065 ±2,4 
PESO (Kg) 59,07 ±8,3 62,69 ±9,0 
 
3.2  Curva de calibración del MDA 
 
La curva de calibración se realizó siguiendo indicaciones del inserto del reactivo, 
el patrón más alto tuvo una concentración de 125 µM, y el más bajo 0.98 µM, se 
usó también un tubo con agua destilada. El gráfico se realizó en el programa 
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Excel de acuerdo a las lecturas obtenidas y las concentraciones conocidas.  
(ANEXO 3). 
 
    
3.3 Resultados obtenidos  
En cuanto a las enzimas CPK y LDH, la prueba es cinética, y nos da la lectura 
de la concentración directamente en equipo semiautomático. 
El MDA se obtuvo por cálculo de acuerdo a la fórmula y=0,0144x+0,0477 
aplicada en la curva de calibración realizada con patrón de concentración 
conocida.  
Tabla 7. Resultados grupo Alto nivel 
CODIGO MDA uM CPK U/L LDH U/L 
1 5,09 286,0 367,9 
2 7,45 345,0 390,3 
3 6,756 380,4 468,5 
4 6,895 272,4 489,1 
5 5,437 182,6 334,4 
6 7,5902 665,3 569,8 
7 11,34 330,4 548,2 
8 7,381 688,1 526,5 
9 6,965 682,2 501,3 
10 6,131 296,7 330,5 
} 
Tabla 8.  Resultados grupo control 
y = 0,0144x + 0,0477
R² = 1
0
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Figura 9. Curva de Calibración del MDA 
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3.4 Análisis estadístico 
3.4.1 Correlación de Pearson 
 
alto nivel y control 
MDA  
concentración 
CPK 
concentración 
LDH 
concentración 
alto nivel MDA  concentración 1 ,198 ,672* 
 ,583 ,033 
10 10 10 
CPK concentración ,198 1 ,689* 
,583  ,027 
10 10 10 
LDH concentración ,672* ,689* 1 
,033 ,027  
10 10 10 
 
Figura 10. Correlación de Pearson en el grupo de alto nivel 
CODIGO MDA uM CPK U/L LDH U/L 
11 2,381 104,1 310,1 
12 3,006 83,2 324,5 
13 1,895 96,2 273,3 
14 4,395 181,1 473,7 
15 3,77 252,1 241,8 
16 3,701 333,8 377,1 
17 3,354 276,7 309,4 
18 2,868 222,6 364,6 
19 4,881 221,9 358,7 
20 4,951 337,4 335,1 
21 2,034 163,2 467,8 
22 2,52 113,1 241,8 
23 1,27 240,9 375,8 
24 1,895 176,8 344,9 
25 0,923 83,6 322,6 
26 1,479 260,8 286,4 
27 1,82 105,8 434,9 
28 5,645 363,6 387,0 
29 5,02 293,6 457,3 
30 4,881 271,0 328,5 
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alto nivel y control 
MDA  
concentración 
CPK 
concentración 
LDH 
concentración 
grupo 
control 
MDA  concentración 1 ,657** ,219 
 ,002 ,354 
20 20 20 
CPK concentración ,657** 1 ,150 
,002  ,528 
20 20 20 
LDH concentración ,219 ,150 1 
,354 ,528  
20 20 20 
 
Figura 11. Correlación de Pearson en el grupo control 
 
Mediante la correlación de Pearson comparamos los valores de MDA, CPK y 
LDH, de los atletas de alto nivel con los del grupo control. Si los valores de 
coeficiente de Pearson cercanos a 1 muestran una alta correlación, entonces 
tenemos que de 0 - 0.199 hay una baja correlación y de 0.200 - 0.500 muestran 
una correlación mediana: los valores > 0.500 muestran una alta correlación. La 
correlación entre el MDA y CPK es baja en el grupo de alto nivel y alta en el 
grupo control. En cuanto al MDA con la LDH es alta en los deportistas de alto 
nivel y media en el grupo control. La CPK y LDH tiene una alta correlación en el 
alto nivel y baja correlación en el grupo control.  
 
 
Figura 12. Correlación de Pearson 
0,000
0,200
0,400
0,600
0,800
MDA-CPK MDA-LDH CPK-LDH
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0,672 0,6890,657
0,219
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3.4.2  Comparación entre los dos grupos 
3.4.2.1 Comparación de las medianas del MDA 
 
En el caso del MDA, al analizar mediante Kolmogorov-Smirnov se rechaza la 
prueba de normalidad por lo que se recomienda las comparaciones entre grupos 
realizarlas entre las medianas. 
 
 
 
Como se ve en el gráfico la concentración del MDA en el grupo de alto nivel es 
más alta y la concentración de la mediana fue de 6.92 (5.09-11.34) µM, la 
concentración de la mediana del grupo control fue de 2.93 (0.92-5.65) µM. 
 
Figura 14. Contraste de Hipótesis del MDA 
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Figura   SEQ Figura_ \* ARABIC 11. Comparación de las medias del MDA 
entre los dos grupos 
Figura 5. Comparación de las medianas de la MDA entre los dos grupos 
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Según el análisis de la U de Mann-Whitney se rechaza la hipótesis de 
homogeneidad de los grupos p=0.001.  Por lo tanto, hay diferencia significativa 
entre los valores encontrados en el grupo de alto nivel y el grupo control.   
3.4.2.2 Comparación de las medianas del CPK de los dos grupos 
 
Los valores de las medianas del CPK encontramos más elevados en el grupo de 
alto nivel, con un valor de 337.7 U/L y 222.25 U/L en el grupo control. 
 
 
Figura 6. Comparación de las medias de la CPK entre los dos grupos 
 
  Figura 7. Contraste de Hipótesis del CPK 
En este caso según la prueba de U de Mann Whitney se rechaza la hipótesis lo 
que quiere decir que hay diferencias significativas entre los dos grupos de 
análisis. P = 0.001. 
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3.4.2.3 Comparación de las medianas del LDH de los dos grupos 
 
Al comparar las medianas obtenidas con la LDH se encontró más elevada en el 
grupo de alto 478.8 U/L, y en el grupo control 340.0 U/L. 
 
 
Figura 8. Comparación de las medias de la LDH entre los dos grupos 
 
 
          
 
Figura 9. Contraste de Hipótesis del LDH 
En este caso de la LDH, según la prueba de U de Mann Whitney también se  
rechaza la hipótesis lo que quiere decir es que hay diferencias significativas 
entre los dos grupo. P = 0.003. 
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DISCUSIÓN  
McAnulty et al, (2005) realizaron un estudio comparativo entre dos grupos de 
deportistas, uno de los cuales entrenaba en condiciones de calor y el otro a 
temperatura moderada, encontrando una relación entre la temperatura alta y la 
concentración de isoprostanos como biomarcadores de estrés oxidativo.  
Los atletas de esta ciudad entrenan los fines de semana en la zona del Cajas, 
para mejorar su rendimiento, lo que podría aumentar el estrés oxidativo. Según 
el estudio realizado por Pomar et al, 2017, en el que compararon los valores 
promedio de MDA en el nivel del mar, con los valores promedio encontrados en 
La Paz, y observaron que en la altura son mayores, lo que apoya la teoría de 
que la hipoxia genera y aumenta RL (Pomar et al, 2017). 
AL comparar las concentraciones de MDA usando el mismo método 
colorimétrico, se observa que existe variabilidad en el grupo control según 
diversos estudios reportados en la literatura, lo que podría deberse a factores 
como la diferente función de los sistemas antioxidantes de cada individuo, la 
edad, el tipo de alimentación, los grupos étnicos, los hábitos alimenticios y hasta 
la altura a la que viven. Estepa et al (2001), establecen un valor máximo de 2,35 
±1,35 µM en individuos de una edad promedio de 34 años ±13 años. Pomar et 
al (2017), un promedio de 4,2 µM en personas que viven a una altura de 4200 
m. En otro estudio en el que se comparó el MDA en personas sanas con 
personas obesas, se obtuvo un valor de MDA de 0.1 +/- 0.06 para las personas 
sanas (Tursi et al, 2013). Y finalmente en un estudio donde compararon personas 
sanas con  pacientes con enfermedades cardiovasculares se encontró un valor 
de 1.87+/-0.27 en las personas sanas (Delgado et al, 2009). 
Una de los retos del control biológico en los atletas es la estandarización de 
nuevos métodos diagnósticos que provean información sobre el estado 
fisiológico de los atletas para poder diseñar con eficiencia las cargas de trabajo 
por parte de los entrenadores (Pérez et al, 2014).  
En este estudio se encontró que hay una diferencia significativa entre los atletas 
del grupo control y los de alto nivel en la CPK, LDH y MDA.  Por lo que se diría 
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que al aumentar la intensidad del ejercicio también aumenta el estrés oxidativo 
de los atletas.  
El ejercicio de alta intensidad se sabe que induce estrés oxidativo, pero no hay 
suficientes investigaciones para comprenderlo con claridad, ni se sabe si podrían 
traer consecuencias negativas a largo plazo (Luciano, 2013), por lo que se pensó 
que se debería seguir investigando más a profundidad el tema de los radicales 
libres en deportistas, los atletas de alto nivel con los que se trabajó, son en su 
mayoría de la selección del Ecuador, que llevan entrenando varios años. 
Luego de leer varios estudios se puede cuestionar si los deportistas de alto nivel 
deberían consumir antioxidantes, en que dosis y si puede afectar a las funciones 
que cumplen los RL de adaptación a los entrenamientos (González, García, 
2012), sobre todo cuando los entrenamientos se realizan en la zona del Cajas. 
Cuenca es una ciudad que se encuentra a la altura sobre el nivel de 2500 m. 
Además muchos de los deportistas realizan sus entrenamientos en el Cajas a 
4000 m. de altura que se encuentra a una altura de aumentando hipoxia. En un 
estudio realizado en jugadores de balonmano se comparó durante 7 días a dos 
grupos, uno de los cuales consumía alimentos ricos en antioxidantes y se notó 
una disminución del estrés oxidativo (Estrada et al, 2017) 
En un estudio realizado en los atletas del grupo de alto rendimiento de béisbol 
se  muestra una diferencia significativa en cuanto a la concentración sérica de 
Creatinfosfoquinasa respecto al grupo control, el malondialdehído no muestra 
una elevación significativa   (Laranza et al,  2016), en este estudio se encontró  
también que la CPK tuvo una elevación significativa en comparación con el grupo 
control, al igual que la LDH y el MDA. Cabe recalcar que la determinación del 
MDA la realizaron por otro método de análisis.   
En otro estudio donde compararon atletas universitarios que practican deporte 
de alto nivel, la mitad de ellos realiza velocidad (atletas aeróbicos) y el otro grupo 
resistencia (atletas anaeróbicos). Se midió el estrés oxidativo  y antioxidantes, 
en los deportistas, los resultados mostraron que el incremento del EO en los 
atletas aeróbicos es mayor que el de los anaeróbicos y el tiempo de recuperación 
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es mayor en los atletas anaeróbicos, según esto toda actividad de resistencia se 
asocia al estrés oxidativo y si es más intensa, mayor será el EO  (Rangel et al, 
2013). Los atletas de este estudio todos hacen ejercicios de resistencia.  
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSIONES 
Se encontró en este estudio, que los niveles de MDA en los deportistas de alto 
nivel tienen una concentración de 6.92 (5.09-11.31) µM y en los deportistas del 
grupo control 2.93 (0.92-5.65), estos dos valores tienen diferencias  
estadísticamente significativas. Estaría elevada al doble. Se considera que la 
medida del MDA sería un buen parámetro para asociar con el estrés oxidativo 
en personas de alta demanda de oxígeno. 
La concentración de CPK  y LDH muestran un incremento significativo en el 
grupo de alto nivel con respecto al grupo control, en algunos atletas de grupo 
control también la podemos encontrar la CPK sobre el rango normal, ya que esta 
variable sube con el deporte y los dos grupos son deportistas con la diferencia 
de entrenamiento de intensidad y horas de entrenamiento. 
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En la regresión lineal múltiple hay variables que no influyen sobre la 
concentración del MDA, como son la  edad, el sexo, el IMC.  Y está directamente 
relacionada con las horas de entrenamiento.  
Si aumenta el valor de MDA en el grupo de alto nivel no necesariamente sube la 
CPK, pero si la LDH. En el grupo control si la MDA sube la CPK también se eleva 
y la LDH se eleva en menor cantidad.  
 
 
 
 
 
 
 
RECOMENDACIONES 
Se sugiere estandarizar los valores de MDA para una población aparentemente 
sana de nuestro medio, para poder establecer comparaciones con los nuevos 
estudios que se realicen para investigar estrés oxidativo.  
 Dentro de los chequeos que se realiza a los atletas de alto nivel, se debería 
medir el malondialdehído, para conocer si los atletas de alto nivel están 
sometidos a estrés oxidativo y recomendar como prevenirlo. 
Se sugiere a los deportistas aumentar el consumo de alimentos antioxidantes 
cuando realicen sus entrenamientos en la zona del Cajas, ya que hay 
investigaciones que prueban que la concentración de malondialdehído se eleva 
en zonas de mayor altitud sobre el nivel del mar.  
Este estudio fue realizado en atletas, y considero que se debería estudiar más a 
profundidad el estrés oxidativo que se genera al practicar deporte de alto nivel y 
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se podría extender el estudio a una población mayor de deportistas y así poder 
evitar repercusiones negativas que pudieran tener a largo plazo.  
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ANEXOS 
Anexo 1. Consentimiento Informado 
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Anexo 2. Encuesta para la clasificación de los deportistas que participan en el 
estudio de acuerdo a su intensidad de entrenamiento. 
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Anexo 4. Flujograma de procedimiento para el análisis de MDA, CK y DHL 
 
 
 
 
Anexo 3. Curva de calibración del MDA 
Concentración Absorbancia 
         µ M 340nm 
125 1,846 
62,5 0,952 
31,25 0,498 
15,63 0,281 
7,81 0,156 
3,91 0,105 
1,95 0,073 
0,98 0,059 
0 0,047 
    
y = 0,0144x + 0,0477
R² = 1
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
1,4
1,6
1,8
2
0 20 40 60 80 100 120 140
A
b
so
rb
a
n
ci
a
 5
4
0
n
m
MDA uM
Curva de Calibración del MDA
 UNIVERSIDAD DE CUENCA                                                                                                                        
 
 
   
 LILIANA  UYAGUARI OCAÑA  70 
 
Anexo 4. Flujograma de procedimiento para el análisis de MDA, CK y DHL 
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Anexo 5. Materiales, equipos y reactivos que se usarán en el estudio 
    Tubos vacutainer tapa roja     
    Torniquete       
    Agujas #20G       
Materiales de  Algodón, alcohol       
Laboratorio pipetas automáticas, Human 5 μL.10 μL.20 μL,100 μL,500 μL 
    puntas amarillas y azules                                                           
    Gradillas acrílicas       
    Centríguga, Thermo  Scientific, USA   
    microcentrífuga Thermo Scientific E-FLU-0.23, USA 
    vortex                         
    Baño maría Gemmy Industrial Corp YCW-010,   Taiwan      
Equipos    Balanza analítica DUMettler Toledo XA 105, España 
de Laboratorio pH-metro,        
    Cabina de bioseguridad, Labconco, USA   
    Congelador -80 °C, Thermo Scientific   
    Lector de placas Bio Tek E-EG-001, Gemany  
    Espectrofotómetro Stat fax 1904 Plus, USA 
    CK NAC liquidUV HUMAN     
Reactivos   LDH SCE mod. liquidUV HUMAN       
    OxiSelect TBARS Assay Kit (MDA)   
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1 M 33 5,09 286,0 367,9 22,7 4 3 NO NO NO 7
2 M 25 7,45 345,0 390,3 21,2 7 4 NO NO NO 7
3 F 23 6,756 380,4 468,5 21,6 8 3 NO NO NO 7,3
4 F 25 6,895 272,4 489,1 19,9 17 7 NO SI NO 10
5 M 30 5,437 182,6 334,4 19,2 12 8 NO NO NO 8
6 M 22 7,5902 665,3 569,8 23,5 8 3 NO SI NO 6
7 M 19 11,34 330,4 548,2 22,0 4 3 NO SI NO 10
8 M 19 7,381 688,1 526,5 19,9 10 4 NO NO NO 8,3
9 F 31 6,965 682,2 501,3 20,8 20 4 NO NO NO 8
10 F 36 6,131 296,7 330,5 24,4 1 4 NO NO NO 7
                  Grupo control
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11 M 40 2,381 104,1 310,1 22,0 3 2 NO NO NO 7
12 M 42 3,006 83,2 324,5 28,2 5 2 NO NO NO 8
13 M 43 1,895 96,2 273,3 26,3 4 1,3 NO NO NO 7
14 M 30 4,395 181,1 473,7 23,9 5 2 NO NO NO 7
15 F 48 3,77 252,1 241,8 20,3 2 2 NO NO NO 6
16 F 36 3,701 333,8 377,1 21,4 1 2 NO NO NO 8
17 M 19 3,354 276,7 309,4 19,7 1 2 SI SI NO 7
18 M 18 2,868 222,6 364,6 19,6 8 2 SI SI NO 7,3
19 M 19 4,881 221,9 358,7 22,4 5 2 NO SI NO 8
20 M 18 4,951 337,4 335,1 21,3 8 2,3 NO NO NO 8
21 M 24 2,034 163,2 467,8 24,5 3 2 NO NO NO 7
22 F 30 2,52 113,1 241,8 19,5 1 1,3 SI SI NO 7
23 M 40 1,27 240,9 375,8 22,5 3 2 NO NO NO 7
24 M 25 1,895 176,8 344,9 20,7 5 2 NO NO NO 8
25 M 38 0,923 83,6 322,6 26,7 3 1,3 SI SI NO 6
26 M 20 1,479 260,8 286,4 21,6 5 2 SI SI NO 6
27 M 36 1,82 105,8 434,9 23,5 6 4 NO NO NO 9
28 M 33 5,645 363,6 387,0 19,2 15 2 SI SI NO 5
29 F 24 5,02 293,6 457,3 20,4 12 4 NO NO NO 8
30 F 25 4,881 271,0 328,5 19,8 2 2 NO NO NO 7
ANEXO 6. Características demográficas, epidemiológicas y clasificación de los 
atletas que participan en el estudio de acuerdo a su intensidad de entrenamiento, 
además de la concentración de MDA, CK y DHL 
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Anexo 7. Registro fotográfico 
 
Foto 2. Kit de Reactivo  
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Foto 3, Congelador -80 °C 
 
Foto 4. Balanza analítica. Pesado de reactivo TBA 
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Foto 5. Ajuste a pH 3.5 del reactivo TBA con NaOH al 10% 
 
 Foto 6. TBA en tubos de muestras y patrones 
 
Foto 7. Muestras en Baño María 95 °C y enfriamiento en baño de hielo 
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Foto 8. Microcentrífuga para tubos eppendorf 
 
Foto 9. Microplacas con muestras para la lectura 
  
Foto 10. Equipo de lectura de microplacas 
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Foto 11 Kit de Reactivo de CPK 
 
Foto 12. Kit de Reactivo de LDH 
 
Foto 13. Humatrol N 
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Foto 14. Espectrofotómetro Stat fax 1904 Plus 
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Anexo 8. Inserto del reactivo de MDA 
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Anexo 9. Inserto del reactivo de CPK 
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Anexo 70. Inserto del reactivo de LDH 
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Anexo 11.   Certificado del INSPI 
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Anexo 12.   Informe de resultados del MDA 
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Anexo 13.    Resultados de las enzimas 
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